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Paten tansprUche 

» 

1 . Auf Xnderungen der Umgebungsbedingungen durch Xnderung 
ihrer elektrischen Leitf ahigkeit ansprechende biophysiko- 
chemische Anordnung, bestehend aus einer in ein elek- 
trisch leitendes flQssiges Milieu eintauchenden Membran, 
deren elektrische Leitf ahigkeit von dem sie umgebenden 
Milieu abhangt, aus von der Membran getragenen Enzymmole- 
kulen und aus in dem f lUssigen Milieu verteilten Substrat- 
molekiilen, welche sich in dem Milieu untef Katalyse durch 
die Enzymmolektile an einer Reaktion beteiligen, welche 
zumindest ein Reaktionsprodukt ergibt, welches die elek- 
trische Leitf ahigkeit der Membran beeinf luBt, dadurch ge- ' 
kennzeichnet , daB die effektive Konzentration von Enzym- 
molekiilen (36) auf der aktiven Oberflache der Membran (32) 
und die effektive Konzentration von Substratmolekiilen 
bzw. Clustern aus Substratmolekiilen unter Berilcksichti- 
gung der Wanderungsgeschwindigkeit der Substratmolekiile 
oder Substratmolekiilcluster sowie unter Berucksichtigung 
der Geschwindigkeit der durch die Enzymmolektile kataly- 
tisch geforderten Reaktion so gewShlt sind f daB einzelne 
impulsformige Xnderiingen in der elektrischen Leitf ahigkeit 
der Membran (32) erhalten werden. 

2. Anordnung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet , daB 
die Membran (32) aus zwei Lipidschichten (26, 28) be- 
steht. 

3. Anordnung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Membran aus Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin, Sphingo- 
myelin oder Phasphat idyl serin besteht. 

4. Anordnung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Membran aus aus Sojabohnen gewonnenem L-oc-Phosphati- 
dylcholin besteht. 
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5. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 - 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Substrat acetylcholin • und das 
Enzym Acetylcholinesterase ist und daB das Milieu ein 
Ionen enthaltendes wassriges Milieu ist. 

5 

6. Anordnung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Acetylcholinesterase eine hochreine, native Acetyl- 
cholinesterase ist. 

10 7. Anordnung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet , daB 

die Acetylcholinesterase durch Af f initatschromatographie 
aus dem elektrischen Organ von Electrophorus Electricus 
hergestellt ist. 



15 8. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet, 

daB das fliissige Milieu zusatzlich AEP, i.e. Menosintriphosphat 

+ + 

und die Meanbran (32) zusatzlich Na -K -PTPase enthalt. 



9. Anordnung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB 

-4 -3 

20 die Konzentration der ATPase etwa 10 - 10 Molekiile 

pro Molekiil des Membranmateriales betragt. 

10. Verfahren zur Herstellung einer Membran nach einem der 
Anspriiche 2-9, dadurch gekennzeichnet, daB auf der 

25 Oberflache des flussigen Milieus zu beiden Seiten einer 

TrSgerfolie, welche mit einer Arbeitsdf f nung versehen 
ist, die zunSchst iiber der freien OberflSche des flUs- 
sigen Milieus liegt, durch Spreiten eine monomolekulare 
Lipidschicht hergestellt wird, auf einer der Lipidschich 

30 ten durch Spreiten einer verdiinnten EnzymlQsung die 

Enzymmolekiile aufgebracht werden und die Tragerfolie 
dann mit ihrer Arbeitsof fnung langsam in das Milieu 
hineinbewegt wird. 

35 11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB 
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als Lipid L- ©c-Phosphatidylcholin verwendet wird und 
als wassriges Milieu eine auf pH 7 - 7,5 gepufferte 
wSssrige K + Cl oder Na + Cl" -LCsung verwendet wird, deren 
Temperatur zwischen 292 und 296° K betragt. 

12. Biologische Versuchsanordnung zur Untersuchung der 
ReaktionsablSufe an Ehzymen, welche von der Oberflache 
einer Membran getragen sind, dadurch gekennzeichnet , daB 
sie eine biophysikochemische Anordnung nach einem der 
Anspruche 1- 9 oder eine biophysikochemische Anordnung, 
die nach Anspruch 10 oder 11 hergestellt ist, aufweist, 
welche einen Abschnitt einer Trennwand (14) eines Be- 
halters (10) bildet, der mit dem fliissigen Milieu ge- 
fiillt ist und dessen Abteile (16, 18) mit einem Leit- 
fMhigkeitsmesser (46, 52 bzw. 54) verbunden sind, und 
daB die das zu untersuchende Enzym tragende Membran in 
dasjenige Abteil (16) eintaucht, welches mit den zur 
biophysikochemischen Anordnung gehorenden Enzymmolekulen 
in Verbindung steht. 

13. Versuchsanordnung nach Anspruch 12, gekennzeichnet durch 
eine nur fur die Produkte der durch das zu untersuchende 
Enzym gesteuerten Reaktion durchlMssigen Trennwand (80), 
welche zwischen der biophysikochemischen Anordnung und 
demjenigen Milieu angeordnet ist, in welches die Membran 
mit dem zu untersuchenden Enzym eintaucht. 

14. pH-Messer, dadurch gekennzeichnet, daB er eine biophysiko 
chemische Anordnung nach einem der Ansprviche 1- 9 oder 
eine biophysikochemische Anordnung, die nach Anspruch 10 
oder 11 hergestellt ist, und einen zwei Abteile (16, 18) 
aufweisenden Behalter (10) fiir das flttssige Milieu auf- 
weist, dessen die Abteile begrenzende Trennwand (14) zum 
Teil durch die Membran (32) der biophysikochemischen An- 
ordnung gebildet ist, daB die Abteile (10, 18) des Be- 
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halters (10) mit einem Leitf ahigkeitsmesser (46, 52 bzw. 
54) verbunden sind und daB dasjenige Abteil (16) des Be- 
halters, das mit den Enzymmolekillen der biophysikoche- 
mischen Anordnung konununiziert , zugleich mit der Fltis- 
sigkeit in Verbindung steht, deren pH-Wert gemessen 
werden soil, 

15. pH-Messer nach Anspruch 14 f dadurch gekennzeichnet , daB 
das Abteil (16) , das mit den Enzymmolektilen der biophy- 

sikocheraischen Anordnung kommuniziert, iiber eine fiir 

< 

Wasserstof f ionen durchiassige weitere Membran mit der 
Fltissigkeit konununiziert, deren pH-Wert gemessen wer- 
den soil. 



15 16. Temperaturmesser, dadurch gekennzeichnet, daB er eine 

biophysikochemische Anordnung nach einem der Anspriiche 
1-9 Oder eine biophysikochemische Anordnung, die nach 
Anspruch 10 oder 11 hergestellt ist, und einen zwei 
Abteile (16, 18) aufweisenden Behaiter (10) fur das 

20 fliissige Milieu aufweist, dessen die Abteile (16, 18) 

begrenzende Trennwand (14) zum Teil durch die Membran 
(32) der biophysikochemischen Anordnung gebildet ist, 
daB die Abteile (16, 18) des Behaiters (10) mit einem 
Leitf ahigkeitsmesser (46, 52 bzw. 54) verbunden sind, 

25 und daB zumindest dasjenige Abteil (16) des Behaiters 

(10), das mit den Enzymmolekttlen der biophysikochemi- 
schen Anordnung konununiziert, thermisch an denjenigen 
Gegenstand ankoppelbar ist, dessen Temperatur gemessen 
werden soil. 

30 

17. Elektrischer FeldstSrkemesser , dadurch gekennzeichnet, 
daB er eine biophysikochemische Anordnung nach einem 
der Anspriiche 1-9 oder eine biophysikochemische Anord- 
nung, die nach Anspruch 10 oder 11 hergestellt ist, und 
35 einen zwei Abteile (56, 62, 62') aufweisenden Behaiter 
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aus dielektrischem Material fUr das fltissige Milieu auf- 
weist/ dessen die Abteile begrenzende Trennwand 2um Teil 
durch die Membran der biophysikochemischen Anordnung ge- 
bildet ist, daB die Abteile des Behalters mit einem Leit- 
5 fShigkeitsmesser (46, 46' , 54) verbunden sind, daB zu- 

mindest dasjenige Abteil (56) des BehSlters, das mit den 
Enzymmolekulen der biophysikochemischen Anordnung kom- 
muniziert, in den felderf iillten Raum bewegbar ist, und 
daB die SubstratmolekUle im fltissigen Milieu in ionisier- 
10 ter Form vorliegen. 



18. Feldmesser nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet , daB 
zwei biophysikochemische Anordnungen (58 - 66; 58 1 - 66* > 
symmetrisch zu beiden Seiten einer Quelle (68 - 76) fUr 
15 ionisierte SubstratmolekUle angeordnet sind und den bei- 

den biophysikochemischen Anordnungen zugeordnete Betriebs 
schaltungen (46, 46') ausgangsseitig mit einem Differenz- 
rechner (54) verbunden sind. 

20 19. Stromungsmesser, dadurch gekennzeichnet, daB er eine 

biophysikochemische Anordnung nach einem der Anspriiche 
1-9 Oder eine biophysikochemische Anordnung, die nach 
Anspruch 10 Oder 11 hergestellt ist, einen RohrkSrper 
(56) fUr den zu messenden FlUssigkeitsstrom und einen 

25 auf die Wand des RohrkSrpers (56) aufgesetzten BehSlter 

(62) auf we ist, daB die Membran der biophysikochemischen 
Anordnung eine in der Trennwand zwischen RohrkSrper (56) 
und Behalter (62) vorgesehene CJffnung (60) zumindest 
zum Teil verschlieBt, daB das Innere des RohrkSrper s 

30 (56) und das Innere des Behalters (62) mit einem Leit- 

fShigkeitsmesser (46, 54) verbunden ist und daB strom- 
auf der Membran der biophysikochemischen Anordnung eine 
Einrichtung (68 - 76) zum Einspeisen von Substratmole- 
kiilen und ggf . Ionen in den zu messenden Fliissigkeits- 

35 strom vorgesehen ist. 
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20. Stromungsmesser nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet , 
daB die Einspeiseeinrichtung (68 - 76) die Substratmole- 
kiile und ggf . die Ionen in die Randschicht des im Rohr- 
korper laminar gefOhrten Fiassigkeitsstromes einspeist. 

21. Stramuhgsmesser nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet. , 
daB die Einspeiseeinrichtung einen mit der Randschicht 
des Fltissigkeitsstromes kommunizierenden offenporigen 
KSrper (70) aufweist, der mit dem Innenraum eines Vor- 
ratsbehalters in Verbindung steht, welcher eine Substrat- 
molektile und ggf. Ionen enthaltende LSsung enthalt. 



22. Stromungsmesser nach Anspruch 21, gekennzeichnet durch 
eine Einrichtung (74, 76) zum Aufrechterhalten eines 

15 konstanten Uberdruckes im Vorratsbehalter (72). 

23. Stromungsmesser nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Einspeiseeinrichtung ein von der Randschicht des 
Flussigkeitsstromes durchstrSmtes Venturirohr aufweist, 

20 welches eine rait einem Vorratsbehalter fur Substratmole- 

kule und ggf. Ionen in Verbindung stehende Offnung in 
der Dusenwand aufweist. 

24. Stromungsmesser nach einem der Anspriiche 19 - 23, dadurch 
25 gekennzeichnet, daB stromauf der Einspeiseeinrichtung 

eine zwelte biophysikochemische Anordnung (58' - 66') 
angeordnet ist und die Ausgange zweier den beiden bio- 
physikochemischen Anordnungen (58 - 66 bzw. 58' - 66') 
zugeordneter Betriebsschaltungen (46, 46') mit den Ein- 
30 gangen eines Dif ferenzrechners (54) verbunden sind. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft eine biophysikochemische Anordnung 
gemSB dem Oberbegrif f des Anspruches 1 , ein Verfahren zu 
5 ihrer Herstellung sowie Fuhler mit einer solchen Anordnung. 

■ 

Eine biophysikochemische Anordnung der eingangs angespro- 
chenen Art ist in der Zeitschrift ExperientLa, Band 28 (1972) , 
Seiten 256 und 257 beschrieben. Sie reagiert auf das Zu- 

10 geben von Substratmolektilen mit einer Xnderung der Leit- 
f ahigkeit, welche unter Verwendung zu beiden Seiten der 
Membran in das fltissige Milieu eintauchendcnElektroden 
und eines ublichen Leitf ahigkeit smessers gemessen wird. 
Die Erhohung der Leitf ahigkeit nach Zugabe von Substrat- 

15 moleklilen und der Wiederabbau der erhShten Leitf ahigkeit 
erfolgt in ZeitrSumen von grSBenordnungsmSBig einigen Mi- 
nuten . 



Es wurde nun herausgefunden, daB man eine meBbare Reaktion 
20 der Leitf Shigkeit der Membran auf die durch Enzymmolekule 

katalysierte Reaktion auch dann noch erhait, wenn man gemaB 
Anspruch 1 die Anzahl der Enzymmolekiile auf dem aktiven Be- 
reich der Membran ganz drastisch vermindert, soweit dies 
nur experimentell mSglich ist (Konzentrationen von 10 4 - 
25 10 Enzymmolektilen pro Molektil des Membranmateriales las- 
sen sich ohne experimentelle Schwierigkeiten einstellen) , 
und auch die Konzentration der im fliissigen Milieu vorhan- 
denen Substratmolekille drastisch herabsetzt, was ohne 
Schwierigkeiten moglich ist, Man erhait dann sehr rasche, 
30 impulsformige Xnderungen der Leitf ahigkeit der Membran, 

welche direkt der katalytischen Zersetzung eines Substrat- 
molektiles bzw. eines Clusters (haufenf ormige Zusammenballung) 
von Substratmolekiilen zugeordnet werden kann. 

35 Eine erf indungsgemaBe biophysikochemische Anordnung ge- 
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stattet nicht nur eine Untersuchung der Dynamik von durch 
oberf lachengebundene Enzymmolekiile katalysierten Reaktionen, 
man kann derartige biophysikochemische Anordnungen auch di- 
rekt als preiswertes, sehr einfach und rasch in groBen Stuck 
5 zahlen herzustellendes Modell fUr Nervenmembranen verwenden. 
Bei der erf indungsgemSBen biophysikochemischen Anordnung 
werden namlich bei Verwendung der auch in den lebenden Ner- 
venzellen angefundenen Enzyme, Substrate und Membranmateria- 
lien in vergleichbarem Milieu genau die gleichen LeitfShig- 

10 keitskanMle wie bei synaptischen oder axonalen Membranen 

in vivo gefunden. Dies bedeutet bei der Prttfung der Wirkung 
von pharmakologischen Wirkstoffen auf Nerven eine erhebli- 
che Vereinfachung der in groBer Anzahl durchzuf uhrenden 
Versuche und erlaubt auch eine Untersuchung der Dynamik 

1 5 der Wechselwirkung zwischen Wirkstoff und Nervenmembran. 

Vorteilhafte Einzelheiten im Auf bau einer erf indungsgemaBen 
biophysikochemischen Anordnung sind in Unteranspriichen an- 
gegeben. 

20 

Dabei wird insbesondere mit der Weiterbildung der Erfindung 
gemaB Anspruch 9 eine noch naherkommende Nachbildung einer 
natiirlichen Nervenmembran erreicht- Eine biophysikochemi- 
sche Anordnung gemSB Anspruch 9 lSBt sich durch Zugabe von 
25 Substratmolektllen genauso elektrisch erregen wie dies bei 
Nervenmembranen der Fall ist. 



Da eine biophysikochemische Anordnung gemSB der vorliegenden 
Erfindung Elemtarereignisse, nSmlich die durch ein Enzym- 
molekiil katalytisch hervorgerufene Reaktion eines Substrat- 
molekules oder eines Substratmolekiilclusters zu messen ge- 
stattet f hat man in ihr allgemein einen sehr empf indlichen 
Fiihler, welcher sich auch auf verschiedene Weise zur Rea- 
lisierung klassischer Fuhler verwenden lSBt, z.B, in einer 
Versuchsanordnung zur Untersuchung von Reaktionsablauf en 
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an Enzymen (vergl. Anspruch 12) , in einem pH-Messer (vergl. 
Anspruch 14) , in einem Temperaturmesser (vergl . .Anspruch 
16), in einem Meflgerat fur die elektrische FeldstSrke 
(vergl. Anspruch 17) oder in einem StrSmungsmesser (vergl. 
5 Anspruch 19). 

Mit der Weiterbildung der Erfindung gemaB Anspruch 13 wird 
erreicht, dafl eine direkte Kreuzreaktion zwischen dem zu 

untersuchenden Enzym/Substratsystem und dem Enzym/Substrat- 

•• - 

10 system der biophysikochemischen Anordnung nicht moglich ist . 

Mit der Weiterbildung der Erfindung gemaB Anspruch 15 wird 
erreicht , daB zusatzlich in der Flfissigkeit deren pH-Wert 
bestimmt werden soil, enthaltene Stoffe nicht auf das Enzyn/ 

♦ 

15 Substratsystem der biophysikochemischen Anordnung einwirker. 
kann. 

Mit der Weiterbildung der Erfindung gemaB den Anspriichen It 
und 24 wird die Empf indlichkeit des betreffendes Fuhlers 
20 noch einmal verbessert. 

Die Weiterbildung der Erfindung gemaB Anspruch 20 und 21 ist 
im Hinblick auf eine sparsame Verwendung von Substratmolekulen 
von Vorteil und fordert auch die Empf indlichkeit des StrS- 
25 mungsmessers, da dessen Ausgangssignal von dem Unterschied 
zwischen der Dif f usionsgeschwindigkeit der Substratmolektilr 
senkrecht zur Stromungsrichtung und der StrSmungsgeschwin- 
digkeit selbst abhangt, 

30 gin StrSmungsmesser gemaB Anspruch 22 eignet sich besonders 
gut zur Erfassung kleiner StrOmungsgeschwindigkeiten . Bei 
ihm ist die Zufuhr von Substratmolekulen und ggf . Ionen 
in den zu messenden Flussigkeitsstrom absolut gleichblei- 
bend. 

35 
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Ein Stromungsmesser gemaB Anspruch 23 eignet sich dagegen 
besonders gut zur Messung hoher Stromungsgeschwindigkeiten . 

Nachstehend wird die Erfindung anhand von Ausf iihrungsbei- 
spielen unter Bezugnahme auf die beiliegende Zeichnung nSher 
erlSutert. In dieser zeigen: 



Figur 1: einen vertikalen Schnitt durch eine biophysiko- 

chemische Anordnung, welche zur Messung durch 
oberf ISchengebundene Enzyme katalysierter Reak- 
tionen und zur pH-Messung geeignet ist, in einem 
Zwischenstadium ihrer Herstellung; 

Figur 2: einen vertikalen Schnitt durch den aktiven Be- 

reich der Membran und eines benachbarten Abschnit- 
tes einer MembrantrSgerfolie in stark vergrdBertem 
MaBstabe; 

Figur 3: eine schematische Darstellung eines Acetylcholin- 

esterasemolekiiles ; 

Figur 4: einen LSngsschnitt durch einen Stromungsmesser, 

welcher mit einer biophysikochemischen Anordnung 
arbeitet ; 

Figur 5: einen Schnitt durch eine Versuchsanordnung zur 

Untersuchung durch oberf ISchengebundene Enzyme 
katalysierter Substratreaktionen; 

Figur 6: eine grafische Darstellung der Leitf Shigkeit der 

Membran einer biophysikochemischen Anordnung nach 
Figur 1 in Abhangigkeit von der Zeit bei sehr ge- 
ringer Konzentration der Enzymmolekule auf dem 
aktiven Bereich der Membran und sehr geringer Kon- 
zentration der SubstratmolekUle im flUssigen Milieu; 
und 
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Figur 7: eine ahnliche Ansicht wie Figur 6, wobei jedoch 

die Konzentration der EnzymmolekUle und der Sub- 
stratmolektile etwas grSBer gewShlt ist. 

5 Figur 1 zeigt einen schalenffirmigen BehSlter 10 f in dessen 

Boden ein iiber die gesamte Breite verlaufender Schlitz 12 

vorgesehen ist. Im Schlitz 12 ist eine Trennwand 14 strS- 

mungsmitteldicht verschiebbar , welche mit ihren seitlichen 

Randern ebenfalls stromungsmitteldicht verschiebbar an den 

10 Seitenweinden des Behalters 12 anliegt. Zur zusStzlichen Ab- 

dichtung kann an den Dichtstellen Silokonfett vorgesehen 

sein. Auf diese Weise sind durch den Behaiter 10 und die 

Trennwand 14 zwei Abteile 16 und 18 vorgegeben, welche je- 

weils mit einer wassrigen SalzlSsung gefiillt sind r z.B. mit 

+ — + — 

15 einer wSssrigen, 1-molaren (IonenstSrke) K CI Oder Na Cl - 
LSsung, welche auf einen pH-Wert zwischen 7 und 7,5 gepuf- 
fert ist und auf eine Temperatur von 292 - 296° K eingestellt 
ist. 



20 Die Trennwand 14 ist in ihrem oberen Abschnitt mit einer 
auf einer Seite schrag geneigte WSnde aufweisendei Of f nung 
20 versehen; welche durch eine dttnne Folie 22 aus Tetra- 
fluorathylen Uberdeckt ist. Die Dicke der Folie 22 betragt 
25 u 9 und in ihrer Mitte ist eine ArbeitsSf fnung 24 mit 

25 einem Durchmesser von etwa 100 \i angeordnet, z.B. mit einer 
diinnen Nadel eingestochen. 

Auf die OberflSche der in den Abteilen 16 und 18 befindli- 
chen wSssrigen L6sung wird jeweils eine monomolekulare 

30 Schicht 26 bzw. 28 eines Lipides, vorzugsweise aus Soja- 
bohnen hergestelltes L- oc -Phophatidylcholin auf gespreitet . 
Die Lipidschicht 26 ist ferner mit einer weiteren Schicht 
Uberschichtet, welche EnzymmolekUle , beim hier betrachte- 
ten Ausfuhrungsbeispiel Acetylcholinesterase, enthSlt und 

35 durch Spreiten eines LSsungstropf ens 30 erhalten wird. 
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Senkt man die Trennwand 14 sehr langsam mit einer Geschwin- 
digkeit von etwa 0,5 mm/min ab, so wird von der Vorderseite 
und der Ruckseite der Folie 22 die benachbarte Lipidschicht 
26 bzw. 28 mitgenommen, und man erhait ira Bereich der Ar- 
5 beitsSffnung 24 eine molekulare Doppelschicht, welche eine 
Membran 32 bildet. 

Weitere Einzelheiten beziiglich der an sich bekannten Methode 
zur Membranherstellung sind in der Zeitschrift Proc. Nat. 
10 Acad. Sci. USA, Band 69 (1972), Seiten 3561 *- 3566 beschrie- 
ben. 

Der LSsungstropfen 30 enthalt insgesamt 10~ 6 g (entspricht 
-12 

10 mol) einer geschwanzten nativen Acetylcholinesterase, 
15 welche aus dem elektrischen Gewebe des Aales Electrophorus 
Electricus isoliert ist und durch Af f initatschromatographie 
in hochreinen Zustand gebracht ist. Dieses Reinigungsver- 
fahren ist in der Zeitschrift Biochemical and Biophysical 
Research Communications, Band 79 (1977), Seiten 640 - 647 
20 naher beschrieben. Bei der Reinigung wird darauf geachtet, 
daB nur die Enzymf raktionen mit den Sedimentationskoef f i- 
zienten S von 14 und 18 ins gereinigte Produkt gelangen. 

Figur 2 zeigt schematisch einen in keiner Weise maBstSbli- 
25 chen Schnitt durch die Folie 22 im Bereich der ArbeitsSff- 
nung 24. Man erkennt die beiden aus Lipidmolekttlen 34 auf- 
gebauten Lipidschichten 26 und 28, welche sich im Bereich 
der ArbeitsQf fnung zu der Membran 32 vereinen. In die Lipid- 
schicht 26 sind zusatzlich die Acetylcholinesterase-Enzym- 
30 molekiile 36 eingebaut. Auf etwa 10 4 Lipidmolekule 34 kommt 
im Mittel ein EnzymmolekUl 36. 

Figur 3 zeigt schematisch den Aufbau eines Acetylcholin- 
esterasemolekiiles, wie er aus der oben genannten VerQffent- 
35 lichung in Biochemical and Biophysical Research Communications 
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bekannt 1st. Ein ■*■ bzw. ein "**" kennzeichnen unterschied- 
liche Stellen des Enzymmolektiles, an denen dieses durch 
Protolyse gespalten werden kann. Der lange Schwanz 38 des 
EnzymmolekUls 36 kann Verbindungen mit Lipidmolekttlen ein- 
gehen; mit Kreisen sind jeweils katalytische Untereinheiten 
40 gekennzeichnet, welche in Form dreier Tetramere vorlie- 



gen 



Bei der in Figur 1 wiedergegebenen biophysikochemischen An- 
10 ordnung sind jeweils in eines der beiden Abteile 16,18 

eintauchende Kallomel-Elektroden 42, 44 vorgesehen, welche 
mit den Klemmen einer Betriebsschaltung 46 verbunden sind. 
Diese enthalt einen mit einer Gleichspannungsquelle U B ver- 
bundenen Vorwiderstand 48 und einen Gleichstromverstarker 
15 50. Der Ausgang des Gleichstromverstarkers 50 ist mit dem 
y-Eingang eines Y-t-Schreibers 52 und mit dem Eingang eines 
Frequenzzahlers 54 verbunden. Das Ausgang s signal des Ver- 
starkers 50 ist somit der Gesamtimpedanz des durch die 
Elektroden, die wassrige Losung und die Membran gebilde- 
20 t en Strompfades zugeordnet. Diese hangt praktisch nur von 
der impedanz der hochohmigen Membran 32 ab. Damit gibt das 
Ausgangssignal des Verstarkers 50 direkt die Leitf ahigkeit 
der Membran 32 wieder. 

25 Bringt man nun zusatzlich in das Abteil 16 eine geringe 
Menge ungerUhrten Acetylcholins ein, z.B. in Form einer 
5 x 10" 6 - olaren wassrigen Losung von Acetylcholin Cl , 
so erhalt man auf dem Schreiber 52 diskrete Leitfahigkeits- 
impulse mit einer Halbwertsbreite von 5 x 10 sec und 
einer auf die K + Cl"-Konzentration des wassrigen Milieus 
normierte H6he von etwa 2 x 10" 10 (Ohm x M K + ClV . wie 
in Figur 6 gezeigt ist. Bei noch genauerer Ontersuchung 
der einzelnen Leitf ahigkeitsimpulse mit hSherer zeitli- 
cher Auflosung kann man feststellen, daB diese ihrer- 
35 S eits eine rasche Aufeinanderfolge von sehr raschen Im- 
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pulsen mit einer Halbwertsbreite von einigen 10 sec dar- 

stellen* Letztere werden vermutlich jeweils dann erhalten, 

wenn ein Acetylcholinmolekiil in den Einf luBbereich eines 

Acetylcholinesterasemolektils gelangt und dann katalytisch 

5 hydrolisiert und hierbei ein Proton freisetzt. Die Impuls- 

-2 

folge mit einer Gesamtdauer von 5x10 sec entspricht 
dagegen vermutlich der sukzessiven Hydrolyse einzelner 
zu einem Cluster gehoriger AcetylcholinmolekUle, wobei 
bei gegebenem Losungsmittel die Anzahl der sich zu einem 
10 Cluster zusammenf indender Molekttle im wesentlichen konstant 
ist. 



Sowohl die Leitf Shigkeitsimpulse mit einer Halbwertsbreite ' 
von etwa 5 x 10~ 2 sec als auch die bei grSBerer zeitlicher 
15 AuflOsung sichtbaren Leitf Jihigke its impulse mit einer Halb- 
wertsbreite von etwa 10~* sec, wurden bisher nicht erhal- 
ten, da mit groBen Konzentrationen an Enzymmolekiilen und 
Substratmolekiilen gearbeitet wurde. 

20 um einzelne Leitf ahigkeitsimpulse zu erhalten, muB die 

Haufigkeit, mit der ein Auftreffen eines Substratmolekiiles 
Oder eines Substratmolekiilclusters auf ein Enzymmolekiil 
erhalten wird, so klein gehalten werden, daB sich die ein- 
zelnen Leitfahigkeitsimpulse in der weitaus tiberwiegenden 

25 Anzahl der FSlle zeitlich nicht Uberlappen. Diese Haufig- 
keit wachst of fensichtlich mit der Konzentration der ober- 
f lachengebundenen Enzymmolekiile, mit der Konzentration der 
im wfissrigen Milieu verteilten Substratmoleklile, mit der 
GrQBe des aktiven Membranbereiches und mit der Beweglich- 

30 keit der Substratmoleklile im jeweiligen fliissigen Milieu, 
in erster Linie liber die verschiedenen Konzentrationen, 
aber auch iiber die Wahl der Temperatur der im Abteil 16 
befindlichen Flussigkeit sowie ttber die GroBe des aktiven 
Membranbereiches laBt sich im Einzelfalle durch einfache 

35 Versuche sicherstellen, daB an der Membran diskrete ein- 
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zelne Leitf Shigkeitsimpulse erhalten werden, 
der mittlere zeitliche Abstand der einzelnen Leitf Shigkeits 
impulse nicht unnotig groB wird. Bei der Erhohung der Ira- 
pulsfrequenz durch Erhohung der Konzentration an Substrat- 
5 molekUlen und/oder Enzymmolektilen kann man ohne weiteres 
so weit gehen, bis in seltenen Ausnahmef alien ein Impuls 
schon in die abfallende Flanke eines vorhergehenden Im- 
pulses fSllt. Ein entsprechender Impulszug ist in Pigur 7 
wiedergegeben, in der die Elnheiten auf den Koordinaten- 
10 achsen genauso groB sind wie bei der Darstellung von Figur 
6. 

Die in Figur 1 gezeigte Anordnung 13Bt sich direkt auch 
zur Messung des pH-Wertes der im Abteil 16 befindlichen 

15 Fliissigkeit verwenden, da die Geschwindigkeit der Hydrolyse 
von ' Acetylcholin in Gegenwart von Acetylcholinesterase 
vora jeweils angefundenen pH-Wert abhangt. Die von der Be- 
triebsschaltung 46 abgegebene Frequenz bzw. die Anzeige 
des Frequenz zShlers 54 ist so direkt ein Mafl fiir den pH- 

20 Wert und braucht allenfalls fUr groBere Abweichungen des 
gemessenen pH-Wertes vom pH-Bereich 7-7/5 unter zusatz- 
licher Verwendung von durch einen Versuch einmal leicht 
zu erstellenden Korrekturtafeln modifiziert zu werden. 

25 Figur 2 zeigt einen LSngsschnitt durch einen Stromungs- 
messer, welcher einen in einen Wasserstrom schaltbaren 
Rohrkorper 56 aufweist. Dieser ist in seiner Wand mit 
einer Offnung 58 versehen, welche von einer Folie 60 
iiberdeckt ist. Diese weist wiederum eine von einer Membran 

30 tiberdeckte ArbeitsSf fnung auf, wie in Figur 2 gezeigt. 

Auf die RohrauBenseite ist ein Behalter 62 aufgesetzt. 
In ihm befindet sich eine wassrige Salzlosung, z.B. eine 
1-molare KCl-LQsung # in welche eine Kallomel-Elektrode 64 
35 eintaucht, Eine zweite Kallomel-Elektrode 66 ist von dem 
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Wasser strom im Inneren des RohrkSrpers 56 umspult. Die 
Elektroden sind wie in Figur 1 mit einer Betriebsschal- 
tung 46 verbunden, deren Ausgang wieder rait dem Eingang 
eines Frequenzzahlers 54 verbunden ist. Dieser hat eine 
Periode von grSBenordnungsmaBig einer Sekunde, so dafl fur 
jede Ablesung eine groBe Anzahl von Leitf Shigkeitsimpulsen 
erfafit wird. 

i 

Stromauf der Offnung 58 ist in der Wand des RohrkSrpers 56 
eine weitere Offnung 68 vorgesehen, in welche ein K5rper 
70 aus of f enporigem Material eingesetzt ist. Die Offnung 68 
steht in Verbindung mit dem Inneren eines auf die AuBen- 
seite des RohrkSrpers 56 dicht aufgesetzten Vorratsbehal- 
ters72, welcher eine wSssrige LSsung von Acetylcholin 
15 enthMlt, und ggf . zusStzlich von KCl, falls der zu messen- 
de Wasserstrom elektrisch sehr schlecht leitet. 



10 



20 



Das Innere des Vorratsbehalters 72 ist uber ein Druckregel« 
ventil 74 mit einer Vorratsf lasche 76 fur unter Druck ste- 
hendes Inertgas verbunden, so daB pro Zeiteinheit eine vor- 
gegebene Menge Fliissigkeit aus dem Vorratsbehalter 7 2 in 
den Fliissigkeitsstrom abgegeben wird, und zwar in dessen 
SuBerste Randschicht. 

25 Der oben beschriebene StrOmungsmesser arbeitet folgender- 
maBen: 

Beim Vorbeistromen des im RohrkSrper 56 laminar flieBenden 
Wassers nimmt dessen Randschicht aus dem KOrper 70 Acetyl- 
30 cholincluster mit. Diese konnen nun im Wasserstrom in zur 
Stromungsrichtung senkrechter Richtung, also von der Wand 
des RohrkSrpers zur RohrkSrperachse dif fundieren. Je lang- 
samer die Stromung ist, umso mehr Acetylcholincluster 
sind von der Rohrkorperwand wegdif fundiert , wenn die Rand- 
schicht des Wasserstromes die Folie 60 erreicht, umso 
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weniger Leitfahigkeitsimpulse werden vom Frequenzzahler 54 
registriert. Der Stand des Frequenzzahler s 54 ist somit 
direkt ein MaB fur die Stromungsgeschwindigkeit des Was- 



sers. 



FUr verglichen mit der Dif f usionsgeschwindigkeit der Acetyl- 
cholincluster sehr hohe StrSmungsgeschwindigkeiten kann 
man gerade umgekehrt die Einrichtung zum Einspeisen von 
Acetylcholinclustern in den Wasserstrom so ausbilden, daB 

10 die Abgaberate der Stromungsgeschwindigkeit des Wassers 
zugeordnet ist. Dies kann ahnlich wie bei einem Kraft- 
fahrzeugvergaser unter Verwendung einer Venturidtise er- 
folgen, welche eine in der Diisenwand ausgebildete Zuftihr- 
Offnung fur die Acetylcholin-Losung aufweist, die mit dem 

15 Vorratsbehalter 72 in Verbindung steht. Bei einem solchen 
Stromungsmesser wachst dann ebenfalls die Anzahl der pro 
Zeiteinheit bei der Folie 60 ankommenden Acetylcholin- 
cluster mit der Stramungsgeschwindigkeit. 

20 Hat man dagegen verglichen mit der Dif fusionsgeschwindig- 
keit der Acetylcholincluster sehr kleine Geschwindigkeiten 
des Wasserstromes zu messen, so kann man den Stromungsmesser 
nach Figur 4 urn die dort gestrichelt eingezeichneten Bau- 
teile erweitern, welche eine zweite biophysikochemische 

25 Anordnung darstellen und jeweils einem schon oben beschrie- 
benen Bauteil entsprechen. Aus diesem Grunde sind diese 
Bauteile mit entsprechenden, jedoch zusMtzlich mit einem 
Beistrich versehenen Bezugszeichen versehen. 

30 Der Frequenzzahler 54 ist dann als Auf/AbzShler ausgebil- 
det, dessen Aufwartszahlklemme + mit dem Ausgang der Be- 
triebsschaltung 46 und dessen Abwartszahlklemme - mit dem 
Ausgang der Betriebsschaltung 46' verbunden ist. 

35 Der Zahlerstand des Frequenzzahlers 54 entspricht somit 
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direkt der Abweichung der Bewegung der Acetylcholincluster 
vom bei Stromungsgeschwindigkeit Null erhaltenen vOllig 
synunetrischen Dif f usionsmuster und 1st somit direkt der 
kleinen Drif tgeschwindigkeit des Wasserstromes zugeordnet. 

Man erkennt, daB bei den oben beschriebenen StrSmungsmessern 
die Empfindlichkeit leicht durch Einstellung des Druckregel- 
ventiles 74 geSndert werden kann, wShrend mechanische Xnde- 
rungen nicht notwendig sind. Man erkennt ferner, daB das 
MeBergebnis wiederum in fiir eine rauschfreie und rasche 
Signalaufbereitung vorteilhaf ter Frequenzmodulierung be- 
reitgestellt wird. 

Der in Figur 4 gezeigte StrSmungsmesser lSBt sich mit ganz 
15 wenigen Abwandlungen auch zum Messen eines elektrischen 
Feldes verwenden, da das Acetylcholin tiblicherweise in 
Form eines polaren Salzes, z.B. Acetylcholin + CI zuge- 
geben wird und die Wanderung des Acetylcholin -Ionen durch 
ein auBeres elektrisches Feld in Shnlicher Weise beein- 
20 fluBt wird wie durch die Mitnahme durch einen Wasserstrom, 
Hierzu braucht man nur auf die Enden des RohrkOrpers 56 
in Figur 4 strichpunktiert eingezeichnete Deckel 78 aufzu- 
setzen. Dann erhalt man durch das angelegte SuBere elek- 
trische Feld wieder eine Unsymmetrie des Dif fusionsf eldes 
25 der vom K5rper 70 abgegebenen Acetylcholin -Cluster, so daB 
die Betriebsschaltungen 46 und 46" mit unterschiedlicher 
Frequenz Impulse abgeben. Urn eine Riickdif fusion von Acetyl- 
cholinclustern, welche an der Folle 60 unzersetzt vorbei- 
laufen, zu verhindern, kann man die Innenseite der Deckel 
30 78 mit einer eine groBe Anzahl von Acetylcholinesterase- 
molekiilen tragenden Membran uberziehen, so daB die dort 
ankommenden Acetylcholincluster auf jeden Fall zersetzt 
werden. 

35 Der soeben beschriebene FeldstSrkemesser dient sowohl zur 
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Ermittelung der Feldrichtung als auch zur Ermittelung der 
Feldstarke, wozu man zunachst den Rohrkorper 56 so dreht, 
daB am Frequenzzahler 54 eine mSglichst groBe Ablesung 
erhalten wird, und dann den Wert der Maximalablesung no- 
5 tiert. 

Durch die oben beschriebene Anordnung wird automatisch 
auch der Einf luB einer etwa durch die entstehenden Reak- 
tionsprodukte hervorgeruf enen Verlangsamung der Reaktion 

10 kompensiert, da von dieser Verlangsamung beide Folien 60 
und 60 9 in gleicher Weise betroffen sind, Nach langerer 
MeBdauer wird die verbrauchte, Acetat-reiche L5sung im 
inneren des RohrkSrpers 56 verworfen und durch neue Lo- 
sung ersetzt, wozu entsprechende Anschliisse am RohrkSrper 

15 56 vorgesehen werden. 

Figur 5 zeigt einen Aufbau zur Untersuchung von Reaktionen 
an oberf lachengebundenen Enzymmolekxilen, welcher ahnlich 
zu dem in Figur 1 gezeigten ist; entsprechende Teile sind 

20 wieder mit denselben Bezugszeichen versehen und brauchen 
nicht noch einmal im einzelnen beschrieben zu werden. Die 
Anordnung ist im betriebsbereiten Zustand, also nach Her- 
stellung der durch Lipid-Doppelschichten gebildeten Mem- 
branen wiedergegeben, die im iibrigen nicht naher gezeigt 

25 sind. 

Der Boden des BehSlters 10 weist nun einen zweiten Schlitz 
12 1 auf, in welchem eine zweite Trennwand 14' genauso ver- 
schiebbar angeordnet ist wie die Trennwand 14 im Schlitz 
30 12. Die Trennwand 14 1 hat eine Offnung 20' , welche von 
einer Folie 22 9 uberdeckt ist. Insoweit besteht vSllige 
Ubereinstimmung mit den schon oben beschriebenen Anord- 
nungsteilen . 

35 Die in Figur 5 nicht wiedergegebene ArbeitsSf f nung der 
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Folie 22 1 1st wiederum von einer Membran ttberdeckt, welche 
durch eine Lipid-Doppelschicht gebildet ist. Diese Membran 
tragt nun aber ihrerseits andere Enzymmolekttle als die 
Membran der Folie 22, nMmlich solche, die in ihrem Zusam- 
5 menwirken mit ihnen zugeordneten SubstratmolekUlen unter- 
sucht werden sollen. Diese SubstratmolekUle befinden sich 
ebenfalls in dem wSssrigen Milieu des Abteiles 16* Um zu 
verhindern, daB sie direkt mit den SubstratmolekUlen fttr 
die Enzymmolekttle der Membran der Folie 22 reagieren, und 

10 um zu verhindern, dafi SubstratmolekUle fttr die Enzymmole- 
kttle der Membran der Folie 22 mit den Enzymmolektilen der 
Membran der Folie 22' reagieren, ist das Abteil 16 durch 
eine Wand 80 unterteilt, welche nur fiir die Reaktions- 
produkte der katalytischen Zersetzung von Substratmole- 

15 kttlen an der Membran der Folie 22' durchlassig ist, z.B. 
fttr Protonen. 

Die in Figur 5 gezeigte Anordnung besteht somit aus einem 
links der Wand 80 liegenden Versuchsteil und einem rechts 

20 der Wand 80 liegenden MeBteil. Man erkennt, daB die Ver- 

suchsanordnung nach Figur 5 sehr einfachen Aufbau aufweist 
und auch den Verlauf von durch Enzyme katalysierten Reak- 
tionen von SubstratmolekUlen zu untersuchen gestattet, 
wenn die EnzymmolekUle von Membranen getragen werden sol- 

25 ien, die selbst keine Oder nur eine sehr geringe Leitfa- 
higkeitsanderung zeigen. Man kann so unter anderem auch 
Reaktionen an molekularen Einf achschichten untersuchen. 

Auch einen Temperaturmesser kann man mit einer obenstehend 
30 beschriebenen biophysikochemischen Anordnung leicht reali- 
sieren, da bei festgehaltenen ubrigen Betriebsparametern 
die Beweglichkeit der SubstratmolekUle bzw. - Cluster im 
flUssigen Milieu von der Temperatur abhangt. 

35 So ist bei der Anordnung nach Figur 1 bei fester Konzentra- 
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tion von Substratmolekulen und Enzymmolektilen, gleichem 
fliissigem Milieu und gleicher Geometrie die Frequenz der 
Leitfahigkeitsimpulse ein MaB fur die Temperatur des fliis- 
sigen Milieus im Abteil 16, da die an der Membran 32 durch 
5 die EnzymmolekUle 36 zersetzten Substratmolekiile durch tern 
peraturabhangige Diffusion aus dera Volumen des flttssigen 
Milieus ersetzt werden miissen. Das Abteil 16 braucht also 
bei Verwendung der Anordnung nach Figur 1 nur thermisch 
an den Gegenstand angekoppelt zu werden, dessen Temperatur 
10 gemessen werden soil. 
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